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La presente invention concerne de nouveaux derives de steroides 
qui aont des 16c6-c^B- glycosides de steroides con tenant des groupes hydroxy 
dans les positions 16<K et 17. On prepare les nouveaux composes en faisant 

reagir ces steroides avec un polysaccharide ou un oligosaccharide en pr6- 

* f 
5 sence d'une source d 'amylase ou de tran s gly cosy las e. i 

Parmi les steroides que I'on peut utiliser pour preparer les 
nouveaux composes selon 1 1 invention, on peut citer tous les steroides ayant 
' . des groupes hydroxy en positions 16 X- et 17. Ces steroides comprennent 
' l'oestriol ou A ^'^^--oestratriene-S,!^* ,17£-triol, la 16^-hydroxy- 
10 testosterone, la 16 o( -hydraxy-A-nor testosterone, la 16tf -hydroxy-19-nor- 
testosterone, le 17-epioestriol ou A 1,3,5(10) -oestratriene-3,16 o{ ,17e( - 
■ - triol ou 1 'un des composes vofeins ayant divers substituants dans :des posi- 
tions autres que 16<<- et 17, par exemple la 9* -fluoro-ll£ ,*160( -dihydroxy- 
testosterone. 

15 On fait reagir ces steroides .avec un polysaccharide ou un oligo- 

saccharide tel que saccharose, lactose, cellobiose, amidon, dextrine et 
\ panose, et de preference le maltose, en presence d'une source d' amylase ou 

* de transglycosylase. Les sources de cet enzyme comprennent 1 ■enzyme purifie 
proprement dit, les preparations d* amylase fongiques tell es que celles obtenues 

20: ' par culture de divers champignons tels qu ■ Aspergillus niger et Aspergillus 
. oryzae , les sources d ' enzymes du commerce telles que clarase ( Takamine) et 
" Bhozyme-S (rendu par Rohm et Haas) ainsi que la preparation d' amylase 
obtenue a part ir ^e toutes autres sources connues , par exemple les sources 
microb iennes animales et vegetales. 
25 Pour preparer les nouveaux composes selon l 1 invent ion, on me- 

lange le st&rolde et le polysaccharide (ou oligosaccharide) en presence 
" de la source d f enzyme. On effectue la reaction dans un milieu aqueux de 

* preference a un pH compris entre environ 3,5 et environ 6,5 et de prefe- 
rence entre environ 4,5 et 5,5, qui peut Stre maintenu au moyen d'un 

30 systeme tampon, tel que le tampon de Mc Ilvaine (pH 5), a la temperature 
normale par exemple entre environ 20 et environ 45 °C et de preference 
entre environ 30 et environ 37 °C. 

La reaction fournit le 16«<-c(-D-gLucoside desire du sterolde de 
depart. Ces glucosides sont des composes nouveaux doues d 1 activite (Estro- 

35. gene. On peut done les utiliser de la meme maniere et pour les memes buts 
que les osstrogenes connus, la dose etant ajustee en f one t ion de l 1 activite 
du compose particulier. En particulier, on peut utiliser les composes se- 
lon l 1 invent ion pour inhiber 1' ovulation chez les animaux a sang chaud 
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(mammif feres) tels que les rongeurs, chiennes, vaches et brebis, par admi- 
nistration parenterale a des doses journalieres de 0,1 a environ 100 mg. 
On peut aussi les utiliser comme agents antifertilite pour accelerer le 
transport des ovules, inhiber la nidation ou induire la resorption du 
5 foetus chez les souris. les ra/.es et les lapinee a des doses journa- 
lieres ou unique de 0,1 a environ 10 mg. 

Les exemples suivants illustrent 1" invention sans toutefois 
en limiter la portee. 

10 TZYEMPUZ 1 

. Pes trio 1-16QC -D-glucoside 
a) Preparation de 1' enzyme : 

On fait pousser Aspergillus niger NRRL 337 sur une tranche de 
gelose de milieu de Czapek pendant 1 eemaine a 25°C. On met en suspension 
15 les spores dans 5 ml d'une solution aqueuse a 0,01 % de laurylsulfate de 

sodium et on utilise cette suspension pour inoculer 10 fioles d'Erlenmeyer 
de 500 ml con tenant chacune lOO ml du milieu sterile suivant : 
Farine de mats 20 g 

(NH 4 ) 2 S0 4 2 g 

20 KH 2 P0 4 1 g 

MgS0 4 , 7^0 0,5 g . 

FeS0 4 , 7H 2 0 0<01 g 

CaC0 3 5 S 

Eau 1 litre 

On incube les fioles sur une secoueuse (100 cycles par minute, 
course de 5,08 cm) pendant 64 heures a 30°C* et une croissance abondante 
de mycelium apparait. On filtre la culture et on utilise le filtrat conte- 
nant l 1 amylase pour la synthase decrite a l f etape b. 
b * §K£^l5£^£25Z^ii3H£_d^oestriol-16 «K -c* -D-glucoside 

A 500 ml de filtrat de culture obtenu dans l'etape a ci-dessus 
on ajoute 10 g de maltose dissous dans 200 ml d'eau et 100 ml de tampon 
de Mc Ilvaine a pB 5,0. On dissout 100 mg d'oestriol dans 100 ml d f acetone 
aqueuse 50 : 50 et onlkjoute egalement au filtrat. On fait incuber le me- 
lange reactionnel a 30°C pendant 16 heures et on peut mettre en evidence 
la formation de l'oestriol glucoside de la maniere suivante. 

On extrait 1 ml du melange reactionnel par trois fois 2 ml 
d'acetate d'ethyle. On combine les extraits d'acetate d f ethyle 3 .on evapore 
siccite sous vide et on dissout la moitie du res idu dans un melange d'ace- 



25 



30 



35 
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tone et eau 50 : 50 et on effectue la chromatographie sur tine feuille de 
chromatogramme Eastman avec un melange chloroforme-methanol (8 : 1) comme 
solvant de developpement. Le glucoside d 'oestriol se deplace avec un 
R^ de 0,15 tandis que 1' oestriol non trans forme a un de 6,79, On peut 
5 d6celer les deux taches par leur absorption dans 1 'ultraviolet ou leur 
reaction avec 1'acide phosphomolybdique. Dans les chromatogrammes sur pa- 
pier , en utilisant le systems acetate d'ethyle-eau, dans lesquels on im- 
pregne le papier par l'eau en le trempant dans un melange eau-ace'tone 
1 : 3 et on evapore I'acetone a l'air, le glucoside d'oestriol se deplace 
10 avec un R f de 0,35 et l'oestriol avec un R f de 0,95. On peut utiliser 

le reactif de Kieffer au ferricyanure ferrique comme reactif de pulve- 
risation. 

c) Isolement et caracterisation de 1 'oes trio 1-1 6gfrofc-D- glucoside 

On agite 1 litre du melange react ionnel obtenu dans l'etape b 

15 avec 4 g de charbon actif pendant 1 h. Apres filtration et lavage avec 
un faible volume d'eau on agite le cbarbon quatre fois pendant 30 m, 
chaque fois avec des portions de 40 ml d'un melange acetone-eau 50 : 50, 
en separant le cbarbon a chaque fois par filtration. On reunit l*eluat 
d 1 acetone aqueuse, qui contient alors 1 'oestriol -glucoside et 1' oestriol 

20 non trans forme, on le r6partit entre le benzene et l'eluat d'acetone aqueuse 
a volumes egaux. On repete la distribution avec du benzene en equilibrant 
le benzene avec un gaz volume de melange d' acetone et eau 50 ; 50. La ma- 
jeure partie de l f oestriol non trans forme se trouve alors dans la phase 
benzenique tandis que 1 'oestriol -glucoside reste totalement dans la phase 

25 d'ac£tone aqueuse. 

On concentre la phase d* acetone aqueuse sous vide et on 
la soumet a la chromatographie sur couche mince de gel de silice GF en 
utilisant une plaque de 40,64 cm x 20,32 cm. Le solvant de developpement 
et la phase superieure d'un melange acetate d'ethyle-n-butanol-eau 4:1:1 

30 On £lue la bande absorbant faiblement dans I 1 ultraviolet a un R f de 0,35 
avec un melange acetone-eau 50 : 50. On extrait l'eluat quatre fois par 
son volume d 1 acetate d'ethyle. En evaporant a siccite sous vide la phase 
d' acetate d'ethyle on obtient 1* oestriol glucoside cristallise. On le re- 
cristallise plusieurs fois dans un melange methanol acetate d'ethyle pour 

35 obtenir environ 10 g d 'oestriol 16@£-«C -D -glucoside pur, F environ 255-257 °C 
[V]£ 3 = + 143° (methanol). Spectre UV X ^ H 281 nyu (6= 2 190), 286 m f u 
(8= 2 000) spectre IRy^ 3 485 , 3 360, 1 604, 1 575, i 498 cm rl ; 
analyse C 64,24 7o (calculi 64,00), H 7,70 % (calcule 7,57) ; solubilite 
dans l'eau 0,13 mg/ml. 
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Le produtt obtenu repond k la fonnule suivante 



10 



15 



C^OH 



Jr-r 

H OH 




-0 



20 EXEMPLE 2 - ^ 

En suivant le procede de l'exemple 1, mais en remplacant ie 
ftltrat de culture de 1'etape b par 400 mg de l f une des preparations 
comnercialeB suivantes d 1 amylase fongique, clarase (Takamine) et Rhozyme-S 
(Rohm et Haas) on obtient le meme produit, 

25 

EyrcwpT.F. 3 

16*-hydr^xytestosterone-16<* -<* -D-glucoside 

En suivant le proc£d£ de 1'exemple 1 mais en remplacant l'oes- 
triol dans l'etape b par 100 mg de 16 «C -hydroxy testosterone on obtient le 
30 16^-hydroxytestosterone-16«< -«<-D-glucoside. 



35 



En suivant le procede de l'exemple 1 mais en remp lagan t le 
maltose dans l'etape b par 10 g de l'un des polysaccharides suivants, 
amidon, des trine et panose, on obtient le meme prodult. 
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EXKtflpEE" 5 

16o4-hydroxy-A-nortestosterone-160( - <<-D-glucoside 
En suivant le procedS de l'exemple 1 inais en rempla^ant 
— 1'oestriol dans l v £tape b par 100 mg de 16 ©C -hydroxy -A-nor testosterone, 
5 on obtient le 16 «< -by droxy-A-nor testosterone- 16 p<.- c£-D-glucoside. 

KX Ki^lFLE 6 

16o(-bydroxy-19-nortestosterone-16c<-c<-D-glucoside 
En suivant le proc£d§ de 1* example 1 mais en rempla^ant 
10 1'oestriol dans l'€tape b par 100 mg de 16ot -hydroxy-19-nortestosterone, 
on obtient le 16©C- hydroxy-19-nortestos throne- 16 c^-^-D-glucoside. 

KXKMTLE 7 

17-4pjpestriol-16oC-o£-P-glucoside 
15 En suivant le proc6d6 de 1' example 1 mais en rempla$ant 

1'oestriol dans l'6tape b par le 17-epioestriol, on obtient le 17-epioes- 
triol-16<*v-<*-D-glucoside. 
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REVEND I CATIONS 



1 - Dn 16e^-c4-D-glucoside de 16oC, 17-dihydroxy-sterotde 
5 utile comme oestrogene en medecine vSterinaire. 

2 - Le compost selon la revendication 1 dans laquelle le 
sterolde est I'oestriol. 

3 - Le compost selon la revendication 1 dans lequel le ste- 
rolde est la 16^ -hydroxy testosterone. 

10 4 - Le compost selon la revendication 1 dans lequel le ste- 

rotde est la 16 ^-hydroxy-A-nortes tost drone. , 

5 - Le compose" selon la revendication 1 dans lequel le ste- 
roide est la 16<^hydroxy-19-nortestosterone. 

6 - Le compose* selon la revendication 1 dans lequel le ste- 
15 rotde est le 17 -snipes triol . 

7 - Les compositions pharmaceutiques veterinaires contenant* 
l 1 ingredient actif selon la revendication 1 en association avec un sup- 
port pharmaceutiquement acceptable. 

8 - Les formes d' administration des compositions selon la 
20 revendication 8 pour le contrdle de la fertility chez les mammi feres 3 

a des doses journalieres ou en dose unique de 0,1 mg a environ 10 mg. 

9 - Un proc€d€ de preparation d'un compose selon la revendi- 
cation 1, caracterisS en ce qu'on fait reagir un polysaccharide ou un 
oligosaccharide avec 16 ok , 17 -dihydroxy -sterolde en presence d'une source 

25 d' amylase ou de transglucosylase. 

10 - Le procede selon la revendication 9, dans lequel le poly- 
saccharide est le maltose. 

11 - Le proc£d6 selon la revendication 10, dans lequel le st§- 
rolde est I'oes triol. 

30 12 - -Le procede* selon la revendication 10, dans lequel le ste- 

rolde est la 1 6 -hydroxy testosterone. 
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